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组织工程用真皮成纤维细胞渗透特性的初步研究

王欣，华泽钊 飞杨光辉 1，崔磊 l，刘伟 l，曹谊林 1 ， 程启康

(上海理工大学低温生物医学与技术研究所，上海 200093 川上海市组织工程研究与开发中心， 上海 200235 )

摘 要:在优化组织工程化真皮低温保存程序时，需要了解体外培养的真皮成纤维细胞的渗

透特性。 利用细胞计数与尺寸分析仪初步研究了组织工程用具皮成纤维细胞对水的渗透特性，其

中包括细胞的等渗体积、细胞在低渗或高渗溶液(渗透压范围: 130-1250 mOsm) 中细胞的平衡体

积及细胞的不可渗体积。 结果表明，在等渗条件下(280.67 mOsm) ，真皮成纤维细胞的平均体积

为 5105 .51μm3(直径 d = 2 1.40μm); 细胞体积随溶液渗透压的变化规律符合Boyle van't Hoff 关系 式，

据此得到真皮成纤维细胞的不可渗体积 Vb = 0.3631飞，为 1853.81μm3 •

关键词: 渗透特性:组织工程;真皮 : 成纤维细胞

中图分类号: Q27 文献标识码:A 文章编号: 0253-9977(2004)0 3-301 -04 

组织工程化真皮是包含有活细胞的真皮替代

物。无论细胞的体外扩增 ， 还是细胞与支架材料的

复合培养都有一定的周期性:而且随培养时间的延

长，支架材料会逐渐降解 ， 使组织工程化真皮失去

可利用性。 因此，有必要对组织工程化真皮进行低

温保存(Cryopreservation) ， 以保持细胞的活性和组

织结构的完整性，最大限度地满足临床治疗烧伤的

不时之需，缓和供需矛盾 。

虽然目前关于组织工程化真皮的低温保存方法

正在进行研究，并已取得一定的进展[1] 。 但为了对

其冻结过程进行定量分析 ， 以提高低温保存的存活

率，有必要对组织工程化真皮中的成纤维细胞对水

分的渗透特性进行实验测定 。

细胞渗透特性的研究常借助显微技术和图像分

析技术来实现[ 2]。这种方法可获得细胞的静态体积

和体积的动态变化，其优点是需要的细胞量少 ， 但

缺点是得到的是细胞的投影面积、图像分析耗时

长、且受分辨率的限制。近年来有些研究者利用细

胞计数与尺寸分析仪测定细胞渗透特性的研究表

明，细胞计数与尺寸分析仪测定细胞的渗透特性时

不受细胞形状的限制 ， 测量准确、快速，重复性

高，结果可靠[匀。 细胞计数与尺寸分析仪采用库尔

特原理(Coulter Principle) ， 其电位差变化的辐度与

细胞体积大小成正比，细胞所产生的脉冲再经放

大、测量 、 记录，可以显示细胞数目及细胞的平

均体积。

关于中国仓鼠的成纤维细胞的渗透特性己有研

究报告[咽 ， 但尚未见有关组织工程化真皮成纤维细

胞渗透特性的研究报告 ， 因此，本文利用细胞计数

与尺寸分析仪对体外培养用于构建组织工程化真皮

的人真皮成纤维细胞的渗透特性进行了实验测定与

分析。

1 材料与方法
1. 1 实验材料

人真皮成纤维细胞， 由上海市组织工程研究与

开发中心提供 。

1.2 仪器设备

细胞计数与尺寸分析仪(Z2 Coulter Particle Count 

and Size Analyzer, BeckmanCoulter Inc.) ，渗透压计σM-

8P 全自动冰点渗透压计，上海医科大学仪器厂)。

1.3 实验方法

1.3.1 高渗及低渗溶液的准备 等渗溶液: 以在

真皮成纤维细胞分离、 消化等过程中常用的磷酸

氢饵缓冲液(pH7.2，其中， NaCl 0 .137mol/L , KCl 

0.003mo l/L , Na
2
HP0

4 • HP O.Ol mol/L , KH
2
P04 

O.OOlmol/L)看作等渗溶液， 以渗透压计测得的毫渗

收稿日期 2003-09-26 : 修回日期: 2003-11-14 
国家自然科学基金重点项目 ( 598 3 6240) ， 973 项目

(GI999054309), 863 项目 (2002AA205041)，上海市重大科技攻关项目

(00DJl 400 1-旬，上海市教委重点学科建设项 目 。
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量为 : 280.67mOsm 。

通过向等渗的 PBS 溶液中添加不同量的煎糖或

蒸馆水调节其渗透压 。 具体添加量如下 :

低渗溶液系列中，以配制 500ml 低渗溶液为

例， 需分别添加蒸馆水的量(m l ) 为 : 267 、 206 、

1 70 、 1 18 。

高渗溶液系列中，以配制 500m l 低渗溶液为

例，需分别添加煎糖的量(g) 为: 20 、 62 、 7 2 、

92 、 166 。

利用渗透压计测量实际的渗透压 。 用 0.22μm

滤膜过滤备用 。

. 1.3.2 细胞悬液的制备 取体外培养、生长正常

的组织工程化真皮用成纤维细胞，除去培养液，加

入约 10ml 的 PBS，冲洗残留的血清 2-3min，再除

去 PBS ， 加入 1 .5 ml 的 0 . 2 5 % 膜蛋白酶进行消化，

同时在显微镜下观察，见细胞变圆、 、 彼此分开后，

终止消化。 用弯管轻轻刮下皿壁上的细胞，然后用

吸管移入离心管中， 1000r/min 离心 5min，除去上

清液，再吹打并加入 PBS 制成细胞浓度约为 2x l07

个 Iml 的细胞悬液。

1.口.3 . 3 细月胞包等渗体牙积只(仰V

的细胞悬液加入细胞计数与尺寸分析仪的试样杯中

(试样杯中己有 2却Om削l 的等渗的 PBS 溶液)，在室温条

件下平衡 1ωOmi旧1m 后， 测量细胞的平均体积(MCV) ，

重复 6 次，取平均值 。

1.3.4 非等渗条件下细胞体积的变化 将细胞计

数与尺寸分析仪系统中的溶液排雪后，用待测的非

等渗溶液充满并清洗细胞计数与尺寸分析仪数次

后，取 400μl 制备好的细胞悬液加入细胞计数与尺

寸分析仪的试样杯中(试样杯中己有20ml的非等渗洛

液)，在室温条件下平衡 1 0min 后，测量细胞的平

均体积(MCV) ，重复 6 次，取平均值 。

1.4 细胞不可渗体积(Vb)的确定[6]

设成纤维细胞的渗透特性符合 Boyle Vaö't Hoff 

关系式 ，即:

V M , ( . VL ì V, 
一一=一一ι1 1 一一ι1+ ←L

V; M" V;) V; 
其中， V I: 细胞在等渗条件下的体积(μm3 );

V: 细胞在不同渗透压条件下的体积(μm3); Vb : 细

胞的不可渗体积(μm3); Mj : 等渗溶液的渗透压，用

毫渗透量浓度表示(mOsm); M: 非等渗溶液的渗透

压(mOsm) 。

根据此关系式 ， V/V I 与 MI/M 存在正比关系，

对实验测得的数据以此关系作图 ， 并进行线性拟合

(最小二乘法)，可获得细胞的不可渗体积(V b) 。

GAO等(1 998)及CHARLES等(2003)利用此关系

式对在渗量范围分别为 163-150 5mOsm 和

140-1800mOsm 时获得的骨髓 CD34+ 细胞和脐带血

CD34+ 细胞的体积变化进行了线性拟合，得到了细

胞的不可渗体积口，6] 。

2 结果与分析

2.1 溶液渗透压的确定

对配制好的等渗及非等渗溶液的渗透压以渗透

压计测量结果如表 1 所示。

表 1 中，系列 5 为等渗 PBS 溶液，其毫渗量为

280.67 mOsm 。 本次试验的渗透压范围为 130-1250

mOsm 。

表 1 实验用溶液的渗透压实;y!IJ值

系列 检 测 值(mOsm) 平均值(mOsm) STD 

1 131 129 132 130 .67 1.25 

2 163 168 165 165 .33 2.05 

3 185 186 185 185 .33 0 .47 

4 213 216 215 214 .67 1. 25 

5* 281 281 280 280 .67 0.47 

6 418 419 418 418 .33 0.47 

7 641 647 648 645 .33 3.09 

8 806 808 805 806 .33 1.25 

9 964 969 966 966 .33 2.05 

10 1213 1192 1344 1249 .67 67.25 

* 等渗 PBS 溶液 。

表 2 成纤维细胞在等渗条件下的细胞几何参数

渗透压(M ，) 体积(V，) 相当直径(d ) 相当表面积(A) A,N , 
mOsm μm3 μm μm' 1/μm 

280.67 5105.51 21.37 1433.97 0.28 

表 3 成纤维细胞在不同溶液中的平衡体积实测值

系列渗透压(mOsm) 平均每次检 细胞平均体积 STD 

测细胞数(个) (MCV)(μm3) 

130 .67 1101 6687.28 128.31 

2 165 .33 1782 6454.88 104.06 

3 185 .33 1202 6440 .59 167.25 

4 214.67 1266 5167 . 16 85. 58 

5* 280.67 1285 5105 .51 105.43 

6 418 .33 1562 3908.54 56.10 

7 645.33 1627 2820.14 77.84 

8 806.33 1084 2589 .17 66.33 

9 966 .33 1576 2313.94 73.17 

10 1249 .33 1165 2204 .42 118.96 

* 等渗 PBS 溶液 。
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图 1 不同渗透压下成纤维细胞的平衡体积
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固 2 成纤维细胞不可渗体积(飞飞)的确定(Boyle van't Hoff关系式)

表 4 不同细胞的几何参数及不可渗体积

细胞种类 M 体积(V，) 表面积(Ac) 直径(d) 不可渗体积(Vb) VbN ; 检测方法

mOs m μm3 μm2 μm μm3 

人体真皮成纤维细胞 280.67 5105 .51 1433.70 2 1.40 1853 .81 0 .36 细胞计数与尺寸分析仪

V-79W 中国仓鼠成纤维细胞ISI 300 724.00 389.86 11.14 325.80 0.45 141 低温显微镜

骨髓 CD34刑] 32 5 289.00 21 1.00 8.20 59.25 0.205 细胞计数与尺寸分析仪

脐带血 CD34+161 29 5 274.00 203 .99 8.06 73.98 0 .27 细胞计数与尺寸分析仪

EBVT 淋巴细胞171 未给出 696.56 379.94 11.00 18 1.1 1 0.26 低温显微镜

人类精子细胞18 1 28 2 22 .20 106 0.84 5.11 0.23 低温显微镜

小鼠精子细胞19 1 28 5 8 1.00 353.00 0.92 49.41 0.61 低温显微镜

大鼠胚泡细胞110 1 29 0 22078 1. 25 17662.50 75.00 66234 .38 0 .3 低温显微镜

2 .2 成纤维细胞的等渗体积(V)

在等渗条件下平衡 10min 后，测得的细胞的平

均体积，据此求得细胞的相当直径、相当表面积及

相当表面积与细胞体积之比如表 2 所示。

2.3 不同渗透压下细胞的平衡体积

在上述渗透压条件下， 利用细胞计数与尺寸分

析仪测量到的成纤维细胞在各渗透压下的平衡体积

如表 3 及图 1 所示 。

图 l 表 明 :随溶液渗透压的增加，细胞体积

缩小 。 从表 3 也可以看出 ， 渗透压小于 645.33

mOsm/L 时，细胞体积缩小较为明显 : 而当渗透压

大于 645.33 mOsm/L 时， 细胞的体积变化较小 。

2 .4 细胞不可渗体积(Vb)的确定
根据 Boyle van't Hoff 关系式 ， 对所获得的的

实验数据作图，并进行线性拟合(最小二乘法) ， 结

果见图 2 。

由图 2 可知 ， 经直线拟和后， 直线在 y 轴上的

截距为 0 . 36 3 1 ，即: V
b
=0.3631 V j 。 细胞的不可渗

体积为 1853 .8 1μm3 0

3 讨论

表 4 比较了本实验中得到的人体真皮成纤维细

胞和其他几种细胞的几何参数和不可渗体积(Vb) 。

由表 4 可以看出 ， 从细胞大小来比，人体真皮

成纤维细胞的体积较仓鼠成纤维细胞、 CD34+、淋

巴细胞及精子细胞大， 而比大鼠胚泡细胞小 。 细胞

的不可渗体积与细胞的大小无关，只与细胞种类有

关 。 Gao 等( 1998 )对骨髓 CD34+ 渗透特性的研究表

明 ， 低温显微镜法和细胞计数与尺寸分析仪法获得

的细胞渗透特性的结果具有可比性[3] 。 虽然人体真

皮成纤维细胞的体积比 V-79W 中国仓鼠成纤维细胞

体积大，但其细胞的不可渗体积明显较小，为等渗

体积的 3 6 % 。

在获得人体真皮成纤维细胞的体积及细胞的不

可渗体积的基础上， 可利用差示扫描量热技术

(differential scanning calorimetry, DSC)研究在有胞外

冰及有低温保护剂时， 真皮成纤维细胞体积在降温

冻结过程中的动态变化， 并结合一定的水分渗透模

型，从而获得细胞膜对水分或低温保护剂的渗透系

数及相应的表观活化能等参数。 利用这些参数可对

低温保护剂的添加及去除过程进行优化， 有利于提

高组织工程化真皮低温保存的效果 。
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A Primary Study on the Water Osmotic Characteristics of Fibroblasts 

Employed in Tissue Engineered Dermal Replacement 

WANG Xin , HUA ze Zhao飞 YANG Guang Hui l, CUI Lei l, LIUWeil, CAO Yi L in l, CHENG Q i Kang 

(/nstitute 01 Cηomedicine， Shanghai Univers仰 。ifScience and ηchnoloβ Shanghai 200093, China; 'Shanghai Tissue Engineering 

Research & Development Center, Shanghai 200235, China ) 

Abstract: To predict optimal protocols for cryopreservation of tissue engineered dermal equivalent, knowledge 

of fundamental cell water osmotic characteristics is required . 1n this study , the o smotic characteristics of cultured 

dermal fibroblasts were investigated using Coulter particle count and size analy zer. The normal cell volume is 

5 1 05 . 5 1μm3 (d = 2 1.40μm)measured at initial (isotonic) o smolality, 280.67 mOsm. The cell volume changes were 

m easured after the cells were exposed and equilibrated to different anisosmotic conditions. The cell volume w as 

found to be a linear function of the reciprocal of the extracellular osmolality (Boyle van't Hoff plot) ranging from 

130 to 1250 mOsm. The non-osmotic volume of the dermal fibroblast is 0 .36 of the cells isotonic volume. 

Key word s : osmotic characteristics; tissue engineering; dermis; 但broblast
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